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® Tragerttxterte Proteasan und tore Anwendung In dar Blotechnologle. 

@ An ungeharteten geibtfdenden Prote'men mittels kova- 
lenter Vernetzung fixierte Proteasen und ihre Anwendung 
zur Beseitigung des EtweiStrubs in Getranken wie Wein, 
Bier Oder Fruchtsaften. 
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Die Erfindung betrifft auf neuartige Weise kovalent an 
ein Tragerprotein fixierte Proteasen, ihre Herstellung 
und ihre Anwendung in der Biotechnologie. 

Proteasen haben erhebliche Bedeutung in der Getranke- 
Industrie, da bei vielen- klaren Getranken (wie Wein, 
Bier und Fruchtsafte) in der Warme oder aucii beim Ab- 
kiihlen EiweiBtrubungen auftreten konnen. 

Diesem Problem wird z»T. bis heute durch Bentonit-Be- 
handlung begegnet. Hierdurch wird zwar die erf orderliche 
Stabilitat erreicht, ^edoch tritt gleichzeitig eine 
Reihe gravierender Nachteile auf. So wird durch die 
starke Adsorptionswirkung auch eine Reihe wertvoller 
Substanzen, wie Aroma- f Bukett- und/oder Farbstoffe 
entfernt t ferner kSnnen unerwiinschte Metallionen einge- 
tragen werden, und drittens ergeben sich erhebliche 
Mengen an Trub, dessen Aufarbeitung einigen Auf wand 
erf ordert . 

Es wurde daher bereits vorgeschlagen, die den Warme- 
bzw. Kaltetrub bildenden Proteine durch Proteasen auf- 
zulosen (s.Z. ftir Lebensmitteltxatersuchung und -forschung 
134 (1967), S. 87-97). 

Jedoch ergeben sich auch bei dieser Methode Nachteile. 
Zunachst sind die Kosten fttr die E&zymanreicherung und 
-isolierung recht hoch, da die Enzyme nicht stabil sind 
und auch nicht riickgewonnen werden konnen. Ferner ist 
das Verbleiben von loslichen Enzymen im GetrSnk lebens- 
mittelrechtlich bedenklich oder sogar unzulassig. 

Zur Losung dieser Probleme bietet sich an, die ver- 
wendeten Enzyme unloslich zu machen, indem man sie an 
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wasserunlosliche Tragerstoff e fixiert. Dies erlaubt, die 
Enzyme zuruckzugewinnen und mebrfach einzusetzen. 

Methoden zur Enzymfixierung sind bereits mannigfach "be- 
kannt. Eine Ubersicht tiber die neuesten Ergebnisse auf 
diesem Gebiet gibt z.B. J.C. Johnson (Herausgeber) in 
"Immobilized Enzymes, Preparation and Engineering *; 
Noyes Data Corp., Park Ridge, K.J*, USA (1979). 

Durch die Tragerf ixierung der Enzyme konnen, neben den 
oben angegebenen, weitere Vorteile erreicht werden. Dies 
sind z.B. 

- kontinuierliche P ro z eB f tihr ung - 

- erhobte Stabilitat - 

- kleineres Reaktionsvolumen - 

- keine Verunreinigung der ReaktionsansStze - 

- keine Hitzefallung des Enzyms - 

Zur Bindung eines Enzyms an eine unlosliche Tragersubstanz 
gibt es kein Standardverfahren. Das Ziel, die biologische 
Aktivitat des Enzyms moglichst weitgehend zu erhalten, er- 
fordert eine individuelle Anpassung von TrSgersubstanz 
und Ixamobilisierungsmethode an das Enzym. 

Besonders beliebte (da einfach zu verarbeitende und 
kostengtinstige) TrSgersubstanzen fiir diesen Zweck sind 
gelbildende Proteins wie Gelatine oder frisches Eiklar 
(s. hierzu beispielsweise die DE-A3 22 46 002). Diese 
Tragersubstanzen eignen sich ^edoch nicht fiir die 
Fixierung von Enzymen mit proteolyti sober Aktivitat, da 
sie von ihnen hydrolysiert verden. 

Es wurde daher bereits vorgeschlagen (s. DE-AS 26 36 206.1 
-41), die gelbildenden Proteine durch chemische Hartung 
(z.B. mit Formaldehyd, Glutardialdehyd oder Diisocyanat) 
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zu denaturieren, um sie dadurcii unangreifbar fur die 
auf ihnen fixierten Proteasen zu machen. Auf diese 
Weise gelingt beispielsweise die Tragerfixierung des 
Labenzyms Oder auch von Pepsin (s. Biotechnology Letters 
1 (1979) S. 225-230). 

tJberraschenderweise wurde nun gefunden, dafi Proteasen 
auch dann an gelbildende Proteine fixiert werden 
konnen, wenn man eine aufwendige chemische Vorbe- 
handlung der Proteine unterlaBt. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur 
Immobilisierung von Proteasen an gelbildenden Proteinen, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dafi man die Protease mit 
einem gelbildenden Protein (z.B. Gelatine, Eiklar, 
Sojaprotein u.a., vorzugsweise Albumin) versetzt, das 
Gemisch mit einem mit Wasser mischbaren organischen 
Losungsmittel (Fallungsmittel) behandelt und an- 
schlieBend die entstandene Teilchensuspension mit 
bi- und/oder polyfunktionellen Vernetzungsmitteln 
umsetzt. Gegenstand der Erfindung sind ferner die 
so erhaltenen tragerfixierten Enzympraparate und 
ihre Verwendung zum Abbau von Proteinen. 

Das Gemisch aus dem proteolytischen Enzym und dem gel- 
bildenden Protein kann durch Auf 16 sen Oder Suspendieren 
des Enzyms in einer wSssrigen LSsung des gelbildenden 
Proteins hergestellt werden. Dabei wird die Temperatur 
vorzugsweise so eingestellt, dafi das aktive Gemisch 
in flussiger Form erhalten wird. 

Das Gemisch aus proteolytischem Enzym und gelbildendem 
Protein wird vorzugsweise so hergestellt, dafi man zu- 
nachst das proteolytische Enzym (z.3. Pepsin, Papain 
etc.) in Wasser lost und es dann mit einer wassrigen 
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Losung des gelbildenden Proteins vermischt. Dieses Ge- 
misch wird dann mit einem organischen Losungsmittel, 
das enzymfallend wirkt und ini*t dem Enzym vertraglich 
ist, versetzt. Beispiele daflir sind Aceton, Ithanol, 
Isopropanol Oder Butanol. Die durch das Fallungsmittel 
entstandene Teilchensuspension wird derart und solange 
mit bifunktionellen oder polyfunktionellen Vernetzungs- 
mitteln reagieren gelassen bis eine moglichst voll- 
standige Vernetzung des Gemisches aus dem proteolytischen 
Enzym und dem gelbildenden Protein erreicht ist, Es 1st 
auch mSglich, das teilchenformige Gemisch vorher von der . 
organischen Fliissigkeit abzutrennen und erst dann mit dem 
Vernetzungsmittel zu behandeln. 

Ftir die Vernetzungsreaktion kommen bifunktionelle und 
polyfunktionelle Vernetzungsmittel fiir Proteine in Frage, 
Vorzugsweise wird eine wassrige Losung von Glutardial- 
dehyd verwendet. Es 1st aucii moglich, das Kopplungs- 
reagenz in einer der obengenannten enzymfallend wirken- 
den Fltissigkeiten zu IS sen und in dieser Form dem 
wassrigen Gemisch aus proteolytischem Enzym und gel- 
bildenden Protein zuzusetzen. 

Dieses Reaktionsgemisch aus proteolytischem Enzym, gel- 
bildendem Protein, enzymfallender Flussigkeit und dem 
Vernetzungsmittel wird einige Zeit, vorzugsweise 0,5 - 
4 Stunden kraftig gertihrt. Die Kopplungsreaktion wird 
tiblicherweise bei Raumt eurp e ratur durchgef uhrt . 

Nach Beendigung der Bindungsreaktion wird das Praparat 
mehrfach, vorzugsweise mit Wassexv gewaschen. Das so 
erhaltene Produkt kann dann auf den gewiinschten tfasser- 
gehalt getrocknet werden (z.B. durch Spruhtrocknung oder 
Acetontrocknung) . 
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Die nach der oben dargestellten Arbeitsweise herge- 
stellten Enzymprddukte konnen in ansatzweise durchge- 
fuhrten Verfahren zur Proteolyse von Eiweifl (EiweiS- 
abbau) unter Abtrennung und erneuter Verwendung des 
Enzymproduktes oder in kontinuierlichen Verfahren in 
einem Enzyrareaktor angewandt werden. Sie eignen sich 
besonders zur Behandiung proteinhaltiger Getranke 
(wie z.B. Wein, Bier und Fruchtsaf te) , bei denen 
keine Enzyme im Endprodukt verbleiben sollen. 

Bei dem verwendeten proteolytischen Enzym handelt es 
sich vorzugweise um Pepsin. 

Die Bestimmung der Pepsin- Aktivitat der ISslichen sowie 
der immobilisierten Form, erfolgt nach der Methode von 
Anson 

(Rick, W & Fritsch, W.-P. in Bergmeyer (Herausgeber) : 
Methoden der enzymatischen Analyse, 3. Auflage., 
Band 1, S. 1086-1090, Verlag Chemie, Weinheim, 1974). 

Die folgenden Beispiele dienen zur weiteren Erlauterung 
der Erfindung: 

Beispiel 1 

2 kg Pepsin wurden bei Zimmertemperatur in 10 1 dest. 
Wasser gelost. Diese Enzymlosung wurde zoit einer 
wassrigen Albuminlosung (200 g Albumin in 5 1 dest. 
Wasser) vermischt. Die so erhaltene Suspension wurde 
unter Riihren und bei einer Temperatur von 25°C in 24 1 
Isopropanol (80 %) gegeben und anschlieflend mit 1 1 
Glutardialdehyd (25 %) versetzt. Dieses Reaktionsge- 
misch wurde 2 Stunden bei 25°C geruhrt. Nach Ablauf 
dieser Zeit wurde das Reaktionsprodukt abzentrifugiert 
und gfundlich mit 200 1 Wasser gewachen. Das gewaschene 
Produkt wurde iiber einen Laborspruhtrockner mit Zvei- 
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stoffdtise bei einer Lufteingangstemperatur von 155°C, 
einer Luftausgangstemperatur von 75°C und einem Luft 
durchsatz von 420 Nm^/h getrocknet* Das verwendete 
Pepsin (20 kg) hatte eine Gesamt-Ausgangsaktivitat 
von 6000 AE ( Anson- Einheiten) • Das tragerf ixierte 
Trockenpraparat betrug 415 g f und zeigte eine Gesamt- 
AktivitSt von 3800 AE, was einer Widergewinnung nach 
der Immobilisierung und Sprtihtrocknung von 63,3 % 
entspricht. 

Beispiel 2 

20 g Pepsin aus Schweinemagen (5 AE/g) wurden mit 2 g 
Ei- Albumin in 150 ml dest. Wasser gelost. 2u dieser 
Losung wurden 200 ml eiskaltes Aceton hinzugertihrt . 
Nach einigen Minuten wurde zu dieser Suspension 10 ml 
25#iger Glutardialdehyd- Losung zugesetzt und bei 21. miner- 
tenrperatur geriihrt oder geschiittelt. Nach einer Re- 
aktionszeit von ca. 2 Stunden wurde das Reaktionsprodukt 
abfiltriert und grundlich mit dest^ Wasser gewaschen. 
Das Filtrat wurde in eiskaltem Aceton suspendiert* Durch 
Filtration wurde das immobilisierte Enzymprodukt voa 
Aceton getrennt, das Filtrat anschlieBend bei 45°C im 
Vakuum-Trockenschrank getrocknet* Es resultierten 2,5 g 
tragerfixiertes Trockenpraparat mit einer Aktivitat von 
11 AE/g. 
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Patentansp ruche 

1. Verfahren zur Herstellung von auf gelbildenden 
Proteinen tragerfixierten Proteasen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi man die Proteasen mit einem gel- 
bildenden Protein versetzt, das Gemisch mit einem 
enzymf all end wirkenden organischen LSsungsmittel 
behandelt und anschlieflend die entstandene Teilchen- 
suspension mit einem oder mehreren Vernetzungsmitteln 
umsetzt* 

2* Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi man als gelbildendes Protein. Albumin einsetzt. 

3. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es sich bei der Protease um 
Pepsin handelt. 

4* Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi als Verne tzungsmittel 
Glutardialdehyd eingesetzt wird. 

5* Tragerfixiertes Proteasepraparat, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Protease kovalent mittels eines 
Vemetziongsmittels an ein nicht gehartetes gel- 
bildendes Protein gebunden ist. 

6. Proteasepraparat nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi Pepsin kovalent mittels Glutardial- 
dehyd an ein gelbildendes Protein gebunden ist . 



7. Proteasepraparat nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das gelbildende Protein Albumin ist 
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8. Verwendung eines Proteasepraparats nach einem der 
Anspriiche 5 bis 7 in biotechnologischen Verfahren. 

9. Verwendung eines Proteasepraparats nach einem der 
Anspriiche 5 bis 7 zur Klarung von Getranken. 

0. Verwendung eines Proteasepraparats nach Anspruch 7 
zur Beseitigung des EiweiBtrubs in Vein oder Bier. 
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